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摘要 :【 目 的] 克隆 鉴定 中 华 蜜蜂 Apis cerana cerana 的 Orco 嗅觉 受 体 基因 ,并 对 其 在 工蜂 触角 上 进行 免疫 奕 光 定 
位 。【 方 法】 利用 RT-PCR 技术 克隆 中 华 蜜蜂 Orco 基因 ,并 对 其 编码 的 氨基 酸 序列 进行 生物 信息 学 分 析 , 使 用 
Real-time PCR 技术 鉴定 其 在 中 华 蜜蜂 不 同 发 育 时 期 及 不 同 组 织 的 表达 谱 ; 利用 免疫 奕 光 定位 技术 在 中 华 蜜蜂 工 
蜂 触 角 中 对 Orco 进行 亚 细 胞 定位 。[【 结果 】 获 得 中 华 蜜蜂 Orco 基因 的 全 长 cDNA 序列 , 命名 为 AcerOrco (GenBank 
登录 号 : JF968610.1) ， 其 全 长 为 1 434 bp, 编码 477 个 氨基 酸 , 预测 其 含 7 个 跨 膜 结构 以 及 4 个 位 于 细胞 膜 外 的 
亲 水 区 。 表 达 谱 分 析 显 示 ,AcerOrco 在 卵 、 幼 虫 和 晴 期 呈 低 丰 度 表达 , 1 日 龄 及 内 勤 蜂 时 期 主要 在 触角 和 足 中 表 
is, 且 在 1 日 龄 的 触角 中 表达 量 最 高 ; 采集 蜂 时 期 的 触角 、 头 (去 除 触 角 )、 胸 、 腹 和 翅 中 均 有 较 高 丰 度 的 表达 。 
亚 细 胞 定位 结果 显示 ，AcerOrco 不 仅 在 采集 蜂 触角 鞭 节 上 大 量 表 达 ( 尤 其 在 触角 纵 节 第 1 亚 节 中 表达 量 较 高 ), 而 
且 常 成 对 出 现 , 并 且 发 现 AcerOrco 可 能 主要 在 触角 毛 形 感 句 的 外 部 神经 元 (outer dendrite, OD) 以 及 板 形 感 需 的 树 
突 神经 元 中 表达 。[【 结论 】 成 功 克 隆 了 AcerOrco 基因 全 长 ,获得 了 其 表达 谱 , 且 将 其 定位 于 工蜂 采集 蜂 的 触角 感 
器 神经 元 上 , 最 终 推 测 AcerOrco 与 中 蜂 嗅觉 发 育 和 触角 感 器 功能 密切 相关 。 
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Cloning, expression and subcellular localization of the olfactory co- 
receptor Orco gene in the Chinese honeybee, Apis cerana cerana 
( Hymentoptera:; Apidae) 
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Sciences, China Jiliang University, Hangzhou 310018, China; 2. College of Life and Environmental 
Sciences, Hangzhou Normal University, Hangzhou 310036, China) 

Abstract. [ Aim] To clone and identify the olfactory receptor co-receptor ( Orco) gene in the Chinese 
honeybee, Apis cerana cerana, and locate its proteins in the worker' s antennae. [ Methods] The 
olfactory receptor Orco gene from honeybee 4. cerana cerana was cloned by RT-PCR, and the expression 
of this gene at different developmental stages and in different tissues of the honeybee were profiled by 
Real-time PCR. The putative amino acid sequence was analyzed by bioinformatics methods, and the sub- 
cellular localization of Orco in the worker' s antennae was detected by immunofluorescence. [ Results] 
The full-length cDNA sequence of olfactory receptor Orco was obtained from A. cerana cerana, and 
named as AcerOrco ( GenBank accession no. JF968610. 1). Its open reading frame is 1 434 bp in length, 
encoding 477 amino acid residues. Homology analysis showed that the amino acid sequences of AcerOrco 
contain seven-transmembrane domains and four hydrophilic regions outside the membrane. The expression 
profiling at different developmental stages showed that AcerÜrco was expressed in the egg, larval and 
pupal periods at very low levels. The expression profiling in different tissues revealed that AcerOrco was 
highly expressed in the antennae and legs in nurse bee, with the highest level in the antennae of the 1 


day-old worker, while in forager it was highly expressed in antennae, head ( without antennae) , thorax, 
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abdomen and wings. Subcellular localization displayed that AcerOrco was largely expressed in pairs in the 


antenna of forager, especially in the 1st flagellar segment of antenna. Furthermore AcerOrco was 


seemingly to be mainly expressed in the outer dendrite ( OD) neurons of sensilla trihodea and the 


dendrites of sensilla placodea in antennae. [ Conclusion] The full-length olfactory receptor gene AcerOrco 


and its expression profiles were obtained, and the encoded protein in the forager antenna of worker 


honeybee was successfully localized using immunofluorescence. It is inferred that AcerOrco is closely 


related with the olfactory development and functions of antennal sensilla in the honeybee. 
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昆虫 通过 复杂 的 嗅觉 系统 来 感知 和 鉴别 外 界 环 
境 中 的 化 学 气味 分 子 ， 以 维持 其 正常 的 现 食 、 求 
偶 、 索 殖 和 避 害 等 生理 行为 。 在 昆虫 的 噢 党 需 官 
(如 触角 ) 的 嗅觉 感 硕 中 包含 了 许多 重要 的 信号 识 
别 和 传递 分 子 ， WARA E H (odorant binding 
proteins，OBPs )、 化 学 感受 蛋白 (chemosensory 
proteins, ，CSPs ) MIR w S14 ( olfactory receptors, Ors) 
等 (Pelosi et al., 2006) 。 环 境 中 的 气味 分 子 经 昆虫 
触角 嗅 党 感 各 内 淋巴 液 中 的 OBPs 和 CSPs 等 结合 
重 日 运载 后 ， 与 噢 党 神经 元 (olfactory sensory 
neurons，OSNs) 树 突 膜 上 的 Ors 进行 识别 和 作用 ， 
同时 产生 动作 电位 ,并 最 终 在 中 枢 神 经 中 形成 指令 
( Riitzler and Zwiebel, 2005 ) 。 

由 于 Ors 是 引起 嗅觉 神经 元 细胞 膜 通 透 性 发 生 
改变 ,继而 引起 嗅 党 反应 的 重要 传递 介质 ,所 以 
Ors 是 揭示 昆虫 噢 党 系统 功能 的 重要 基础 和 前 提 
(Su et al., 2009) 。 目 1999 年 从 黑 腹 果 晶 Drosophila 
melanogaster 中 鉴定 出 第 一 个 昆虫 嗅觉 受 体 以 来 
( Vosshall et al., 1999) ， 随 着 基因 组 学 技术 的 快速 
发 展 , 已 经 获得 至 少 15 种 昆虫 的 全 基因 组 序列 , 从 
中 鉴定 出 多 个 嗅觉 受 体 (Sanchez-Gracia et al., 
2009) 。 这 些 昆 虫 嗅 觉 受 体 可 分 为 传统 型 嗅觉 受 体 
( conventional Ors ) 和 非 传 统 型 气味 受 体 (atypical 
Ors ) | BJ Orco 受 体 家 族 ( olfactory receptor co-receptor 
family ) ] 两 类 ( Mombaerts, 1999; Vosshall and 
Hansson, 2011) , RWX E ri e SE A SEXE 
次 跨 膜 重 日 , 并 且 与 哺乳 动物 有 明显 的 不 同 , 它们 
HERA N 端 位 于 细胞 膜 内 而 C 只 在 细胞 膜 外 
(Lundin et al., 2007) 。 传 统 型 的 Ors 在 不 同 昆虫 间 
的 同 源 性 很 低 , 具有 高 度 的 多 样 性 , 而 Orco 受 体 家 
族 在 不 同 昆虫 种 间 则 具有 非 稼 高 的 保守 性 。 通 过 对 
果 蝇 的 DmelOrco ÆA RBR KI, 证 实 Orco 对 昆虫 
HIRIE 17 N A E ERI sp T RU 58 BU TE Hd ( Larsson. et 
al., 2004) , 所 以 近 些 年 来 已 经 愈 来 愈 受 到 关注 ,如 
TEXX XH H (Xia and Zwiebel, 2006). 38 H ( EER 


olfactory receptor; 


expression profiling; antennal sensilla; 


等 , 2005; 修 伟 明 等 , 2010; Qiao et al., 2010; £ 
等 , 2011) 以 及 膜 翅 目 (Lu et al., 2009) 等 昆虫 中 已 
经 对 其 进行 了 初步 研究 。 

蜜蜂 是 一 种 典型 的 社会 性 昆虫 , TERIS ID] RE A 
中 , 个 体 之 间 除 依靠 接触 、 声 音 、 人 舞蹈 动作 进行 通 
讯 联系 外 , 有 序 维持 整个 蜂 群 的 生活 、 繁 殖 等 活动 
的 很 多 信息 是 通过 嗅觉 识别 气味 来 传递 的 。 在 西方 
蜜蜂 Apis mellifera 中 鉴定 出 163 个 Ors 和 7 个 假 基 
Ors , 对 这 些 Ors 基因 的 研究 发 现 Ors 基因 在 区 分 
蜜蜂 的 种 、 性 别 、 驱 使 蜜蜂 执行 各 目的 社会 功能 以 
及 蜜蜂 如 何 检 测 信息 素 类 物质 和 寻找 花 源 上 都 提供 
重要 的 线索 (Robertson and Wanner, 2006), PER 
蜂 Apis cerana cerana Fabricius ( 简称 中 蜂 ) ,是 我 国 
特有 的 蜜蜂 品种 ,中 蜂 具 有 非常 灵敏 的 嗅觉 系统 、 
抗 宕 以 及 适应 性 强 等 优点 , 善于 利用 零星 蜜 粉 源 
( 颜 伟 玉 等 , 2009) , 可 以 对 中 国 山 区 和 低温 开花 的 
植物 进行 授粉 等 , 如 苹 稚 科 、 山 茶 科 和 十 字 花 科 等 
都 是 依赖 中 蜂 授粉 而 得 以 繁衍 的 , 所 以 中 蜂 在 维系 
我 国 动 植物 生态 平衡 上 有 着 极其 重要 的 作用 。 中 蜂 
灵敏 的 嗅觉 是 它 的 这 些 优越 性 的 重要 体现 。 因 此 ， 
对 中 蜂 的 嗅觉 系统 进行 深入 研究 有 着 重要 意义 。 为 
了 人 研究 中 蜂 的 咒 觉 机 理 , 本 实验 室 在 前 期 已 经 对 一 
些 气 味 结合 蛋白 (Li et al., 2008, 李 红 亮 等 ,2008 ) 
和 化 学 感受 蛋白 (Li et al., 2007, £2, 2010, 
2011) 进行 了 感 硕 定位 和 功能 研究 。 在 此 基础 上 ， 
本 研究 利用 RT-PCR 技术 对 中 蜂 Orco 嗅觉 受 体 基 
进行 了 克隆 以 及 不 同 发 育 时 期 和 组 织 表达 谱 进 行 
了 鉴定 , 并 用 人 免疫 灾 光 定位 技术 对 其 在 触角 亚 细 胞 
结构 中 进行 定位 ,以 进一步 了 解 中 蜂 Orco IRESE 
体 在 串 觉 识别 中 的 作用 , 为 研究 中 蜂 嗅 觉 机 理 提 供 
新 的 理论 依据 。 


1 材料 与 方法 


1.1 ARER 
供 试 中 华 蜜蜂 A. cerana cerana FX Y TEE 8] 25 c 
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术 饲 养 于 中 国 计 量 学 院 校内 。 材 料 选取 卵 期 、 幼 中 
期 、 肾 斯 和 1 日 龄 、6 ~ 18 日 龄 (内 勤 蜂 ) 、18 Ht 
后 (采集 蜂 ) 的 工蜂 ; 并 用 眼科 狠 取 下 各 日 龄 工蜂 的 
触角 、 头 部 (去 除 触 角 )、 胸 、 腹 、 足 和 翅 , 液 氮 中 
冷冻 1 d 后 置 于 -707 保存 备用 。 
1.2 主要 试剂 和 仪器 

Trizol 总 RNA dé Hx i. RT-PCR 系统 、 
pMD18-T 载体 、SYBR Premix Ex Taq 葡 光 试剂 等 分 
子 生 物 学 试剂 均 购置 TaKaRa 公司 , 效 胶 回收 试剂 
盒 购 置 于 Axygen 公司 。 新 西 兰 大 日 免 购 目 杭州 师 
范 大 学 动物 中 心 , Hi Alexa Fluor 488 免疫 灭 光 染 
色 试 剂 盒 、 免 疫 染 色 固 定 液 、 人 免疫 染色 洗涤 液 及 免 
疫 染 色 封 闭 液 购置 于 上 海外 云天 公司 。 引 物 由 上 海 
生 工 生物 工程 有 限 公 司 合成 。 

普通 PCR 仪 、Bio-Rad iQ5 荧光 定量 PCR 仪 购 
置 于 Bio-Rad ZH]; NanoVue 超 微量 紫外 分 光 光 度 
计 购 置 于 GE 公司 ; Lecia-CM1 900 冷冻 切片 机 购置 
F Leica 公司 ; LSM 710 激光 共聚 焦 显 微 馈 为 Zeiss 
公司 产品 。 
1.3 中 蜂 不 同 发 育 时 期 和 不 同 组 织 的 总 RNA 提 
取 中 蜂 以 及 cDNA 合成 

根据 Total RNA 提取 试剂 说 明 书 ,提取 不 同 发 
育 时 期 供 试 材料 和 不 同日 龄 工蜂 各 组 织 的 总 RNA, 
196 琢 脂 糖 凝 胶 电 泳 检测 其 完整 性 ,采用 紫外 分 光 
光度 计 测试 其 浓度 后 , 按 1 ng 总 RNA 量 进行 反 转 
录 合 成 第 一 链 cDNA, 作为 PCR 以 及 荧光 定量 PCR 
分 析 的 模板 。 
1.4 中 蜂 Orco 基因 的 克隆 、 鉴 定 及 序列 测定 

根据 西方 蜜蜂 A. mellifera 嗅觉 受 体 基 
AmelOrco 序列 (CenBank 登录 号 : NM_001134943 )， 
利用 Primer Premier 5. 0 软件 设计 中 蜂 Orco 基因 的 
51%, bUfS 38 5'-GCGGATCCATGAAGTTC 
AAGCAA-3', 5'-GCGAAGCTTTCACTTCAGTTGCA- 
3'。 以 有 反 转 录 合 成 的 第 一 链 cDNA 为 模板 , PCR 反 
应 条 件 为 94% 预 变性 min, 每 个 循环 程序 是 94C 
] min, 50C 1 min, 72C 1 min, 进行 35 个 循环 , 最 
后 72% 保 温 10 mins PCR 扩 增 产物 用 196 的 琼脂 糖 
凝 胶 电 泳 检 测 , 并 回收 产物 , 将 凝 胶 回收 的 PCR 产物 
与 pMDI8-T 载体 连接 , 转化 人 大 肠 杆菌 Escherichia 
coli DH5a 中 , 经 蓝 日 王 和 氨 王 鉴定 ,选取 阳性 重组 
菌 , 将 阳性 亢 送 至 上 海 博 尚 测序 公司 测序 。 
1.S 序列 分 析 以 及 分 子 进化 树 建立 

利用 BlastX 软件 (http://blast. nebi. nlm. nih. 
gov/ Blast. cgi) (Gertz et al., 2006) 进行 序列 相似 性 


对 比分 析 ; 通过 在 线 预 测 软 件 TMHMM v2.0 
( http://www. cbs. dtu. dk/services/ TMHMM/ ) ( Käll 
et al., 2004) XE & EA JEF PETI ES BRUT 2] 4T 9T, 并 
利用 MEGA 5.0 ( Tamura et al., 2011) 软件 中 的 
Neighbor-Joining 法 (Bootrap 为 1 000 次 ) 构 建 系 统 
进化 树 。 
1.6 ”荧光 定量 PCR 

根据 1.4 中 得 到 的 测序 结果 设计 中 蜂 Orco 基 
寺 异 性 引物 ， 上游 引物 为 5'-ACCAACGAAACGAC 
CTA-3', 下 游 引 物 为 5'-AACACCGAAGCAAAGAG- 
3 ,用 来 进行 不 同 发 育 时 期 和 组 织 表 达 的 艾 光 定量 
分 析 ; 根据 西方 蜜蜂 A. mellifera 的 B-actin 序列 
( GenBank 登录 号 为 XM_623378 ) 设计 内 人 参 引 物 Be- 
Actin( 上 游 引 物 5'-TCCTGCTATGTATGTCGC-3', F 
1i£5|99 2g 5'-AGTTGCCATTTCCTGTTC-3') 。 

荧光 定量 PCR 采用 25 pL 反应 体系 , 12.5 pL 
SYBR Premix EX Taq 混合 液 ，10 pumol/L 的 上 、 下 
游 引物 各 0.5 uL, 以 不 同 发 育 时 期 和 组 织 的 cDNA 
第 一 链 为 模板 1 uL, ddH,0 10.5 pL, 混 匀 离 心 后 放 
入 Real-time PCR 扩 增 仪 上 。PCR 的 反应 条 件 为 
95C 2 min 了 预 变性 , 每 个 循环 94% 30 s, 54C 30 s, 
72C 50 s, 进行 45 个 循环 。 空 日 对 照 模 板 以 
ddH,O 代替 ; 每 一 个 样品 重复 3 次 。 并 且 根 据 各 样 
品 对 应 的 B-actin 所 得 的 Ct 值 , 作为 阳性 对 照 , 利 
用 2 “法 对 各 个 样品 进行 校正 ,最终 得 到 中 蜂 
Orco 基因 在 中 蜂 各 发 育 时 期 和 各 组 织 的 表达 谱 。 
1.7 抗 中 蜂 Orco 多 克隆 抗体 的 制备 、 检 测 以 及 免 
疫 荧 光 定 位 

根据 1.4 中 跨 膜 序列 保守 区 设计 并 合成 中 蜂 
Orco 抗原 免疫 新 西 兰 大 日 例 制 备 抗 中 蜂 Orco 多 元 
隆 抗 体 。 具 体 步 又 如 下 : 首次 免疫 前 , 取 1 mL fü 
血 作 为 以 后 实验 的 阴性 对 照 , 首次 免疫 将 0.5 mL 
EHAA EEH 1 000 ug) 至 与 等 体积 的 弗 氏 完 
AI Sari. 采用 多 点 皮下 注射 的 方法 免疫 
免 子 ,以 后 每 次 免疫 重 日 400 ug, 共 人 免疫 6 Ua sii 
动脉 取 血 获得 免疫 血清 ,并 通过 间接 ELISA 法 测定 
所 制备 的 多 克隆 抗体 效 价 。 免 疫 获 光 定 位 时 ， 以 外 
出 回 党 时 后 足 携 满 花粉 的 工蜂 为 采集 蜂 判 定 依据 ， 
将 中 蜂 采 集 蜂 触 角 在 冷冻 切片 机 中 进行 切片 ( 约 3 
hm 厚 ), 用 1 mL 免疫 染色 固定 液 室温 固定 30 min 
后 , 弃 去 固定 液 , 用 免疫 染色 洗涤 液 洗 3 次 , 每 次 3 
min; 加 入 1 mL 免疫 染色 封闭 液 室温 封闭 h; F 
去 封闭 液 , 加 入 1 mL 抗 中 蜂 Orco 多 克隆 抗体 ( 体 
FREE 1:500), 4^C 过夜; 用 免疫 染色 洗涤 液 洗 3 次 
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后 加 入 效 光 Alexa Fluor 488 标记 的 山羊 抗 例 IgG 二 
抗 (体积 比 1:1 500) 室 温 避 光 作 用 1 h; 免疫 染色 洗 
涤 液 洗 3 DUE DLA DUO DE GBSEFrIBGBSE A, 在 激 
光 共 聚焦 显微镜 488 nm 激发 波长 下 观察 。 


2 结果 与 分 析 
2.1 中 蜂 Orco 基因 的 序列 测定 以 及 编码 蛋白 的 跨 
膜 区 域 分 析 


以 中 蜂 触 角 cDNA 为 模板 PCR 扩 增 后 得 到 
1 400 bp 左右 的 条 带 , 通过 制 胶 回收 后 连接 到 
pMD18-T 载体 上 , 并 转化 和 人 大 肠 杆 菌 E. coli DH5a 
中 ,阳性 重组 质粒 测序 所 得 序列 表明 其 编码 框 全 长 
为 1434 bp, 推测 编码 477 个 氨基 酸 , 分 子 量 为 
53.86 kD, 等 电 点 为 7.662, 其 中 含有 189 ^P Wk 
EARR, 132 个 极 性 氨基 酸 。 此 序列 在 NCBI £z 
酸 库 中 进行 BlastX 分 析 , 选取 佛罗里达 马 背 蚁 
Camponotus floridanus | CfloOrco , Hg TR W D. 
melanogaster DmelOrco. AER R Helicoverpa assulta 
HassOrco 等 不 同 目的 昆虫 的 Orco E E4343 [8] 58 EU 
对 ,结果 发 现 中 蜂 Orco 与 其 他 昆虫 的 Orco Bist 22 
体 具有 很 高 的 相似 性 ,与 西方 蜜蜂 AmelOrco 序列 
的 一 致 性 高 达 99. 37% ,与 膜 翅 目 其 他 昆虫 如 佛 罗 
EIKS ERN CfloOreo 以 及 丽 晶 晴 集 金 小 蜂 Nasonia 
vitripennis NvitOrco 的 一 致 性 分 别 为 73. 35% 和 
68.24% , 5458 H AIRMAX Tribolium castaneum 
TcasOrco 的 一 致 性 达到 75. 3390 , -5ER H AKA 
蛾 HassOrco 的 一 致 性 达到 74.41% , 与 双 翅 目 黑 腹 
Ria DmelOrco 的 一 致 性 也 达到 73.9$% ,， 且 所 有 和 有 重 
日 序列 在 C 端 均 含 有 一 个 高 度 保守 的 区 域 ( 图 1)。 
由 此 可 见 昆 虫 的 Orco 受 体 家 族 基 因 有 很 强 的 同 源 
性 及 高 保守 性 , 是 一 类 与 传统 Ors 不 同 的 非常 保守 
的 基因 (Robertson and Wanner, 2006) 。 故 将 得 到 的 
该 条 序列 命名 为 AcerOrco, 并 在 NCBI 中 进行 登录 
(GenBank ID. JF968610. 1, Protein ID: AEN71859. 1) , 

为 了 研究 AcerOrco 与 其 他 昆虫 的 进化 关系 , 选 
BUERHH. SSH. SESH.oDOSHe- T HP RS 
代表 性 的 Orco 受 体 家 族 基 因 , 采用 MECA 5.0 软件 
中 的 邻 位 相连 法 Neighbor-joining 进行 1 000 次 重复 
计算 后 构建 系统 进化 树 ( 图 2)。 由 图 2 可 知 , 15 个 
Orco 串 觉 受 体 分 为 两 个 大 的 分 文 ， AcerOrco 与 同 为 
膜 翅 目的 其 他 昆虫 如 非 传粉 榕 小 蜂 Apocrypta. bakeri 
AbakOrco, 西方 蜜蜂 AmelOrco, tU] B Acromyrmex 
echinatior AechOrco && 5 $5 XH H m zs du 4X 


TeasOrco 等 在 一 个 徐 ,， 而 双 翅 目 与 鳞 翅 目的 昆虫 处 
于 一 个 刻 , KWRA HHA H H Orco Bin 52 
体 在 亲缘 关系 上 较 亲 近 。 

AcerOrco 氨基 酸 序列 经 TMHMMv2.0 软件 跨 膜 
结构 分 析 表 明 AcerOrco 含有 7 个 跨 膜 结 构 域 (图 
3), 其 在 氨基 酸 中 的 位 置 见 图 1, 可 以 发 现 每 两 个 
跨 膜 结构 域 之 间 都 含有 一 段 在 细胞 膜 外 的 亲 水 序 
列 , 它们 的 氨基 酸 顺 序 分别 为 第 64 ~ 72、154 ~ 
187、362 ~380、474 ~477 位 , 旦 在 第 154 ~ 187 位 
氨基 酸 序列 处 的 亲 水 序列 是 最 长 的 (图 1 第 涉 所 指 
KE), 根据 此 处 亲 水 区 设计 并 合成 Glu-Thr-Thr- 
Tyr-Val-Glu-lle-Pro-Arg-Leu-Met-Val-Arg-Ser 多 肽 序 
列 , 用 于 制备 AcerOrco ^(U& S£ E E H3] Ze va [e 
抗体 。 

2.2 AcerOrco 基因 在 中 蜂 不 同 发 育 时 期 以 及 不 同 
ZH ZR BS G^ T 

以 1 日 龄 的 工蜂 触角 的 AcerOrco 表达 量 为 基 
准 , 研究 其 在 中 蜂 不 同 发 育 时 期 以 及 不 同 组 织 的 表 
达 情 况 。 如 图 4 所 示 , 在 不 同 发 育 时 期 中 , PEIN, 
幼虫 和 晴 期 均 有 AcerOrco 的 表达 , 但 是 表达 量 极 
低 , 而 1 日 龄 的 工蜂 触角 中 AcerOrco 表达 量 是 中 蜂 
卵 中 的 2 800 倍 , 是 肾 中 表达 量 的 380 倍 ,表明 工 
蜂 在 羽化 后 AcerOrco 快速 启动 了 高 丰 度 的 表达 。 为 
一 方面 , EPEA hE P, 1 HEA TIEA N 
蜂 (6 ~ 18 H lit) 中 AcerOrco 只 在 触角 和 足 中 有 表 
达 , 是 在 1 日 龄 的 触角 和 足 中 表达 量 相 差 极 高 , 触 
角 中 AcerOrco 表达 量 是 足 中 的 2 500 fi, 而 内 勤 蜂 
在 触角 和 足 表达 量 相差 不 大 ; 在 采集 蜂 ( 约 18 日 龄 
以 后 ) 中 , 在 其 触角 、 头 (不 含 触 角 )、 胸 、 腹 和 翅 中 
均 有 一 定量 的 表达 。 

2.3 AcerOrco 免疫 菊 光 定位 分 析 

通过 间接 ELISA 的 方法 检测 到 多 克隆 抗体 的 
效 价 , 结果 表明 , 目 制 的 抗 AcerOrco 倪 血 清 的 歼 价 
可 达 1:6 400 以 上 。 利 用 冷冻 切片 结合 间接 免疫 次 
光 技 术 , 对 AcerOrco 在 中 蜂 采 集 蜂 的 触角 感 硕 进行 
定位 , 用 未 免疫 的 免 血 清 做 为 阴性 对 照 以 制备 的 抗 
AcerOrco 使 血清 为 一 抗 ， LA AlexaFluor 488 标记 山 
HMA IgG 为 二 抗 ,， 在 激光 共聚 焦 显 微 镜 下 以 488 
nm 波长 进行 激发 ， 显 示 AceOrco 在 中 蜂 工 蜂 触 角 
端 节 表达 和 和 定位 情况 。 如 图 5 所 示 , 采集 蜂 触角 蒜 
方 中 显 著 地 分 布 着 明 完 有 旦 特异 性 的 绿色 灾 光 , HR 
记 灾 光 的 形状 为 杆 状 ( 常 成 对 出 现 ) 的 毛 形 感 絮 
(sensilla trihodea) 内 的 外 部 树 突 神经 元 (图 5 日 色 
入 头 所 指 ) 或 圆 盘 状 的 板 形 感 顺 (sensillaplacodea ) 
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图 1  AcerOrco 与 其 他 昆虫 Orco 重 日 质 氨基 酸 序列 比 对 


Fig. 1 Amino acid sequence alignment of AcerOrco with Orco proteins 


from other insects 


虚线 方 框 为 7 个 跨 膜 结构 域 , 箭头 为 拟 设计 合成 多 肽 抗原 设计 区 ， 工 , I, 焉 ，K 分 别 为 AcerOreo 4 个 胞 外 亲 水 性 区 域 。Seven transmembrane 


regions are marked with the dashed box, and the synthetic peptide antigen area is marked with the arrow. 


hydrophilic regions of AcerOrco. 


CfloOrco (EFN70194) 
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图 2 AcerOrco 与 其 他 昆虫 非 传统 型 气味 受 体系 统 进化 树 分 析 
Fig. 2 Phylogenetic tree of AcerOrco and atypical Ors from other insects based on amino acid sequences 
CfloOrco; WF H 35 EX Camponotus floridanus; AechOrco; Y) UF Hy Acromyrmex echinatior; NvitOrco; WW Wan 1E Nasonia vitripennis; 
AbakOrco: 非 传粉 榕 小 蜂 Apocrypta bakeri; BterOrco: 能 蜂 Bombus terrestris; AcerOrco;: 中 华 蜜蜂 Apis cerana cerana; AmelOrco; 西方 蜜蜂 Apis 


mellifera; HparOrco; 暗黑 齿 爪 鳃 金龟 Holotrichia parallela; TeasOrco; IRMA Z Tribolium castaneum 


; HarmOrco: 棉铃 虫 Helicoverpa armigera; 


HassOrco: 烟 实 夜 蛾 Helicoverpa assulta; BmorOrco: 家 个 Bombyx mori; DmelOrco: 5H RW Drosophila melanogaster; AgamOrco:; |x| E NV. Tz ix 


Anopheles gambiae; CdquiOrco: 致 伴 库 蚊 Culex quinquefasciatus; AaegOrco: 埃及 伊 蚊 Aedes aegypti. 
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250 300 350 400 450 


氮 基 酸 位 置 The site of amino acids 
图 3 中 蜂 AcerOrco 的 跨 膜 结构 预测 结果 


Fig. 3 Predicted transmembrane domains of AcerOrco in Apis cerana cerana 
第 41 ~63, 73 ~92, 131 ~153, 188 ~205, 339 ~361, 381 ~403 和 451 ~473 位 氨基 酸 处 为 7 个 跨 腊 区 Seven transmembrane domains (the amino 
acids at position 41 -63 , 73 —92, 131 -153 , 188 -205, 339 -361 , 381 -403, and 451 -473); 第 64 ~72, 154 ~187, 362 ~380 和 474~477 位 
氨基 酸 处 为 4 个 细胞 外 闪 水 区 Four extracellular hydrophilic regions (the amino acids at position 64 -72, 154 -187, 362 —380, and 474 - 477). 
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图 4  AcerOrco 在 中 蜂 不 同 发 育 时 期 (A) 以 及 不 同 组 织 (B) 的 相对 表达 情况 
Fig.4 Relative expression level of AcerOrco at different stages (A) and in different tissues ( B) of Apis cerana cerana 
图 中 数据 (平均 值 +SD) 是 以 1 日 龄 的 工蜂 触角 含量 为 基准 。Data (mean + SD) were normalized to the value in antenna of the 1 day-old worker. E: 
BH Ege; La; 幼虫 Larva; P; 4f Pupa; An; fhf Antenna; L; 足 Legs; H; 头 ( 去 除 触 角 ) Head without antenna; T; 胸 Thorax; Ab; 腹 Abdomen; W; 
XH Wings; D1: 1 日 龄 工蜂 1 day-old worker; Nu: 内 勤 蜂 Nurse; Fo; 采集 蜂 Forager. 


内 的 树 突 神经 元 (图 5 红色 箭头 所 指 )。 此 外 
AcerOrco EATER mA 1 亚 节 中 大 量 表 达 
(图 5: A), MARAE T PRS 3 亚 节 中 仅 在 上 下 
两 侧 呈 规律 性 分 布 , 但 是 数量 远 不 及 前 者 (图 5: 
B), 这 应 该 与 工蜂 触角 不 同 节 所 具有 的 嗅 党 感 硕 的 
种 类 、 表 达 和 定位 分 布 有 密切 的 联系 。 


3 讨论 


本 人 研究 首次 通过 RT-PCR dz NAR fs rp EE, SE: 


体 基因 的 全 长 序列 为 1 434 bp, GenBank 登录 号 为 
JF968610. 1 ， 分 析 表 明 AcerOrco 含有 7 个 跨 膜 区 
A, 其 氨基 酸 N 端 是 在 细胞 膜 内 的 而 C. 端 是 在 细胞 
膜 外 的 亲 水 区 , 与 果 蝇 的 嗅觉 受 体 DmelOrco 的 NN 
末端 在 膜 内 的 结构 类 似 (Benton et al., 2006) , 属于 
昆虫 Orco 受 体 家 族 。 本 文选 取 膜 翅 目 、 鞘 翅 目 、 鳞 
翅 目 和 双 翅 目 4 个 目 中 具有 代表 性 的 昆虫 Orco 受 
体 与 AcerOrco 的 氨基 酸 序列 进行 多 序列 联 配 比 对 ， 
发 现 不 同 昆虫 的 Orco 具 有 高 度 的 保守 性 ,特别 是 
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图 5 — AcerOrco 在 中 蜂 采 集 蜂 触角 中 的 免疫 奖 光 定位 
Fig. 5 Immunofluorescence localization of AcerOrco on the antenna of Apis cerana cerana forager 
A; HOGERE d og P ff 1 亚 节 The 1st flagellar segment of antenna under laser scanning confocal microscope; B; WHERE b US F 
fab fasi o 28 3 亚 节 The 3rd flagellar segment of antenna under laser scanning confocal microscope. 白色 箭头 所 指 为 毛 形 感 器 的 嗅觉 外 部 树 突 神经 元 ， 
红色 箭头 所 指 为 板 形 感 器 内 的 树 突 神经 元 。White arrows show the outer dendrite (OD) neurons in sensilla trihodea, while the red arrows show the 
dendrites of sensilla placodea. 标尺 Scale bar 250 jum. 


和 蛋 日 质 的 C 末端 几乎 完全 一 致 , 这 与 以 往 文献 中 的 
报道 ( Miller and Tu, 2008 ) 韭 常 类 似 。 其 中 AcerOrco 
与 西方 蜜蜂 AmelOrco 序列 的 相似 性 高 达 99. 3796 , 
此 外 对 AcerOrco 的 跨 膜 区 域 情 况 进行 预测 , 发 现 其 
具备 跨 膜 七 螺旋 结构 , 并 且 在 其 第 3 和 第 4 个 跨 膜 
区 间 具 有 一 个 特殊 的 细胞 外 亲 水 区 域 , 据 此 合成 了 
特异 性 的 14 多 肽 序列 作为 抗原 以 实现 AcerOrco 在 
触角 上 的 亚 细 胞 定位 。 

Orco 受 体 家 族 主要 在 昆虫 的 嗅觉 神经 元 上 表 
Xs, 而 昆虫 的 咯 党 神经 元 存在 于 感受 器 中 , 昆虫 的 
头 部 的 触角 、 下 显 须 以 及 只 中 都 存在 大 量 的 嗅觉 感 
受 器 (Vosshall et al., 2000) , 还 有 一 些 感 受 器 则 分 
布 于 足 、 前 翅 边 缘 以 及 产 卵 大 上 (Stocker，1994 ) 。 
本 研究 对 AcerOrco 的 表达 谱 分 析 发 现 ,羽化 是 其 表 
达 的 一 个 关键 的 时 间 点 ， 羽 化 前 的 卵 期 、 幼 虫 期 以 
及 肾 期 AcerOrco 基本 维持 比较 极 低 丰 度 的 表达 , E 
至 羽化 ; 之 后 AcerOrco 在 1 日 龄 的 触角 中 有 高 丰 度 
表达 ,直到 采集 蜂 阶 段 ，hcerOrco 在 包括 触角 在 内 
的 其 他 需 官 中 也 呈 高 丰 度 的 表达 。 由 于 蜜蜂 的 社会 
行为 与 其 发 育 阶段 密切 相关 ,如 18 日 龄 以 前 为 内 
勤 蜂 主 要 以 酿 密 、 哺 育 幼 虫 和 清理 巢 房 等 活动 为 
E, 而 18 日 龄 后 的 采集 蜂 主要 以 外 出 采集 花 密 、 花 
粉 和 水 分 等 活动 为 主 (Beshers et al., 2001) 。 本 研 
2E AIR AH] LE AcerOrco WERA -E BE 5 HIR KE 
系统 和 行为 的 成 熟 度 密 不 可 分 , 并 暗示 其 在 中 蜂 嗅 
觉 系 统 和 功能 发 育 过 程 中 的 重要 调 市 作用 。 


利用 亚 细 胞 定位 如 原 位 杂交 和 免疫 效 光 等 手段 
KWR Ors 在 昆虫 噢 党 秀 官 中 的 表达 是 一 种 非常 有 
效 的 方法 , 如 Ors 在 果 蝇 的 触角 、 下 频 须 以 及 幼虫 
中 的 噢 党 神经 元 中 表达 (Larsson et al., 2004) 。 在 
西方 蜜蜂 的 AmelOrco 的 原 位 杂交 试验 中 , 也 已 经 
发 现 AmelOrco 可 能 在 毛 形 或 板 形 感 器 中 表达 
( Krieger et al., 2003) , 由 于 毛 形 感 副 和 板 形 感 带 是 
蜜蜂 触角 上 重要 的 噢 党 感受 器 (Dietz and 
Humphreys, 1971) , 也 间接 证 明 Orco 5j E ERI Ry 
功能 密切 相关 。 在 本 研究 中 , 通过 免疫 灾 光 的 方 
法 , 对 中 蜂 工 蜂 触角 的 冷冻 切片 中 的 AcerOrco 2& Ej 
进行 定位 ,得 到 了 与 AmelOrco 相似 而 又 更 详细 的 
结果 。 一 方面 从 采集 蜂 触 角落 市 中 分 布 着 明亮 且 特 
异性 的 杆 状 绿色 荧光 , 以 及 蜜蜂 触角 的 感 希 分 布 规 
律 和 成 对 出 现 的 特征 , 我 们 推测 AcerOrco 主要 存在 
于 嗅觉 感 顶 内 部 的 外 部 树 突 神 经 元 上 上， 当然 也 有 部 
分 AcerOrco RIA T BOE ids, 奖 光 显示 为 圆 盘 型 ; 
另 一 方面 由 于 蜜蜂 触角 末端 的 嗅 党 功能 非常 灵敏 ， 
所 以 AcerOrco 在 触角 末端 的 分 布 要 显著 地 比 其 他 
亚 市 密集 ,此 外 AcerOrco 在 触角 末端 分 布 密集 的 板 
形 感 项 上 有 表达 也 印证 了 这 一 点 。 不 同 昆 虫 间 
Orco 嗅觉 受 体 具有 高 度 保 守 性 , 但 是 其 要 与 其 他 传 
统 型 嗅觉 受 体 Ors 组 成 “Orco-Ors” 二 聚 体 才能 共同 
发 挥 嗅 党 识别 的 生理 作用 (Sakurai et al., 2004) , 故 
下 一 步 研 究 主 要 基于 与 中 蜂 独 特 员 党 行为 相关 的 
Ors 的 鉴定 和 功能 研究 。 此 外 在 中 蜂 品 党 信号 传递 
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链 中 AcerOrco 受 体 蛋白 也 可 能 与 气味 结合 蛋白 
OBPs 产生 相互 作用 ,能够 系统 地 阐释 和 完善 中 蜂 
咒 觉 信息 识别 、 传递 的 生理 生化 和 分 子 机 制 , 并 提 
供 一 定 的 理论 依据 。 
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